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夏枯草黄酮对去卵巢大鼠骨质疏松的抑制作用 
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摘要：本研究通过干预去卵巢大鼠骨质疏松动物模型，探讨夏枯草黄酮对骨质疏松大鼠骨量、生物力学性能及骨代谢的影响。

经夏枯草黄酮处理后，取血清检测血矿物质、护骨素（OPG）、碱性磷酸酶量（ALP）的含量变化，取各组股骨进行骨密度测定和骨

组织形态检测，并用荧光定量 PCR 的方法检测Ⅰ型胶原、整合素 β1 与粘着斑激酶的 mRNA 表达。结果显示，夏枯草黄酮组 ALP

（3.03±0.22 IU/L）、破骨细胞数（0.23±0.05 1/mm2）、骨吸收周长百分数（14.94±5.12%）低于模型组（P<0.05），而 OPG 量（186.34±44.21 

pg/mL）、骨密度、骨小梁相对体积（26.11±5.32%）和厚度（587.16±165.01 μm）与模型组相比则有所增加（P<0.05）；表明夏枯草黄

酮能够提升去卵巢大鼠的成骨细胞的功能，减缓骨吸收和骨代谢，促进骨形成，降低骨小梁损失，抑制骨量减少与骨强度降低，从而

提升去卵巢大鼠的骨密度，最终对骨质疏松症起到了抑制作用。 

关键词：夏枯草黄酮；骨质疏松；骨组织形态测量；骨密度；护骨素；碱性磷酸酶；mRNA 表达 

文章篇号：1673-9078(2014)8-6-11 

Inhibitory Effect of Prunella vulgaris L. Flavonoids on Osteoporosis in 

Ovariectomized Rats 
LIU Hua1, ZHONG Ye-jun2, WU Dan3 

(1.School of Life Science, Jiangxi Science & Technology Normal University, Nanchang 330047, China) 
(2.The National Key Laboratory of Food Science, Nanchang University, Nanchang 330013, China) 

(3.Jiang Xi Provincial Center For Drug Evaluation, Nanchang 330047, China) 
Abstract: In this study, the effect of flavonoids from Prunella vulgaris L. on bone mass, biomechanical properties, and bone metabolism 

of ovariectomized, osteoporotic rat model was investigated. After treatment with flavonoids extracted from P. vulgaris L., rat serum samples 

were collected to examine changes in the levels of blood minerals, osteoprotegerin (OPG), and alkaline phosphatase (ALP). The femur bone was 

also collected from rats in each group to measure bone mineral density (BMD) and bone tissue morphology. A fluorescent quantitative 

polymerase chain reaction approach was used to determine the expression levels of collagen type I, integrin β1, and focal adhesion kinase 

mRNA. The results showed that the level of ALP (3.03 ± 0.22 IU/L), number of osteoclasts (0.23 ± 0.05 1/mm2), and bone resorption perimeter 

percentage (14.94% ± 5.12%) were lower in the flavonoids group than in the control group (p < 0.05). In contrast, the levels of OPG (186.34 ± 

44.21 pg/mL), BMD, and the relative volume (26.11% ± 5.32%) and thickness (587.16 ± 165.01 µm) of trabecular bone were higher (p < 0.05) 

in the flavonoids group than in the control group. The results indicated that Prunella vulgaris L. flavonoids enhanced osteoblast function, 

decreased bone resorption and bone metabolism, increased bone formation, reduced trabecular bone loss, and inhibited the reduction in bone 

mass and bone strength, thus enhancing BMD and ultimately suppressing osteoporosis in ovariectomized rats. 

Key words: Prunella vulgaris L. flavonoids; osteoporosis; bone tissue morphology detection; bone mineral density; osteoprotegerin; 

alkaline phosphatase; mRNA expression 

 
夏枯草（Prunella vulgaris L.）为唇形科夏枯草属 
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利用研究 

植物，主要作为一种传统的中草药，广泛应用于治疗

发烧、咽喉疼痛和促进伤口的愈合等[1]。近年来，由

于夏枯草中含有黄酮类[2]等多种生物活性物质而受到

广泛关注。何晓燕等[3]研究表明夏枯草黄酮降血压的

功效，Lee 等[4]报道夏枯草提取物具有显著的抗癌作

用，李东等[5]研究发现夏枯草提取物在体外对肺癌

A549、肝癌 SMMC-7721 具有明显的抑制作用，同时
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流式细胞仪测定结果显示夏枯草抗炎诱导肿瘤细胞凋

亡。Horikawa 等[6]发现，夏枯草属植物对 1, 6-二硝基

苯并芘和 3, 9-二硝基荧蒽的致癌、致突变作用有明显

的拮抗作用。马丽萍等[7]在研究夏枯草对人食道癌

ECa109 细胞促凋亡的实验中发现，夏枯草提取物作用

后，ECa109 的细胞周期发生了明显的变化，肿瘤细胞

的增殖得到抑制。但夏枯草黄酮对抑制骨质疏松症的

活性的研究还没有相关的研究和报道。 
骨质疏松是危害中老年人健康的常见病，绝经后

妇女尤其易于罹患此病，发病率达 50%。绝经后骨质

疏松症（PMO）患者骨的脆性增高，骨折危险性增加。

雌激素替代疗法（ERT）是防治和治疗绝经后骨质疏

松症以及预防骨折的首选方案，但因长期使用雌激素

类药物有导致乳腺癌、子宫内膜癌的潜在危险，因此

选用毒副作用小、标本兼治并可长期服用的中草药治

疗绝经后骨质疏松症已成为国内医学界的研究热点。

利用动物卵巢切除后容易引起骨质流失，进而导致骨

质疏松症的发生；实验前期研究表明，夏枯草黄酮对

去卵巢大鼠的骨质疏松症具有一定的抑制作用。在此

基础上，本文旨在深入探讨夏枯草黄酮对去卵巢大鼠

骨质疏松症的抑制作用，从分子机制及骨密度骨形态

测量两个方面分别入手进行研究，一方面从分子水平

探讨夏枯草黄酮对去卵巢骨质疏松模型大鼠血矿物质

（Ca、P 和 Mg）、护骨素（OPG）、碱性磷酸酶（ALP）
和Ⅰ型胶原、整合素 β1 与粘着斑激酶的 mRNA 表达

的影响；另一方面由骨密度测量和骨形态检测入手进

行研究大鼠骨微观结构和骨代谢动态水平。最终将研

究结果加以综合，以期揭示夏枯草黄酮对去卵巢大鼠

骨质疏松的抑制方式，为夏枯草黄酮在食品、医药及

化妆品等领域的开发和应用提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

健康 8 周龄 SD 雌性大鼠（许可证编号：0064257）
24 只，体质量（150±10）g，分 8 笼予以常规饲料喂

养，自由饮水，饲养室保持良好通风，控制室温在

21±1 ℃，湿度 60%，噪音<50 分贝，光照与黑暗时间

为每 12 h 交替。 

1.2  实验方法 

夏枯草黄酮的制备：采用何力等[8]的方法进行夏

枯草黄酮的提取纯化，纯化后的纯度为 81.6%，经真

空冷冻干燥得到夏枯草黄酮粉末。将其配置成 50 
µg/mL 的水溶液，备用。 

分组与建模：所有大鼠随机分为 3 组，假手术组，

模型组、夏枯草黄酮组，每组 8 只。 
去卵巢骨质疏松模型的制备：模型组与夏枯草黄

酮组大鼠采用体积分数 1%的戊巴比妥钠，按照 40 
mg/kg 的剂量腹腔注射麻醉，背侧入路，以脊柱旁 1 
cm、后方髂骨嵴上 2 cm，取长约 1 cm 的纵行切口，

暴露双侧腹腔卵巢并进行切除后，用丝线将残端结扎

后逐层关闭伤口。假手术组切口同前，进入腹腔后，

找到卵巢后并不切除，只切除与双侧卵巢重量相近的

左右大网膜各一段，清创缝合及术后处置与去卵巢组

相同。术后连续 3 d 肌注青霉素注射液，给予普通饲

料，自由饮食。 
给药：术后一周，将夏枯草黄酮组大鼠予以夏枯

草黄酮水溶液灌胃（10%，m/m），连续给药 12 周，

假手术组、模型组给予等量双蒸水灌胃。使用 20%乌

拉坦按 1 mg/kg 腹腔注射麻醉，暴露大鼠腹主动脉，

取血后，4 ℃低温离心取血清。 
血矿物质、ALP 及 OPG 测定：应用全自动生化

分析仪测定血矿物质及 ALP 浓度，ELISA-竞争法测

定 OPG，测定按照试剂盒说明书进行。 
荧光定量 PCR 检测：24 h 后处死所有大鼠，迅速

取第 3腰椎，剔除周围软组织，快速匀浆后，应用Trizol
法提取总 RNA，4 ℃保存。SYBR GREEN PCR 反应

（25 μL）体系，按以下顺序加样：SYBR（Premix Ex 
TaqTM 12.5 μL，ROX Reference Dye Ⅱ 0.2 μL），上下

游引物各 0.5 μL，cDNA 模板 2 μL，DEPC 水 9 μL 混

匀，离心。I 型胶原蛋白上游引物：5’CTGGTCCC 
AAGGGTAACAG3’ ，下游引物： 5’-ACTTGCCA 
AGAGGACCG-3’，扩增片段长度 285 bp；整合素 β1
上游引物：5’-CGCGGATCCGCGAA GCTTTTAATG 
ATAATTC-3’ ， 下 游 引 物 ： 5’-GGCGAATTCGTC 
ATTTTCCCTCATACTTCTTC-3’扩增片段长度 144 
bp；粘着斑激酶（FAK）上游引物 5’-TTGCGGA 
GAATATGGCTGACCTAA-3’，下游引物，5’-TGGT 
ATTGATGGCAAAGCCCGTTC-3’；扩增片段长度 116 
bp；内参照 β-actin：5’-CCCATCACC ATCTTCCAG-3’，
下 游 引 物 ： 5’-GGTGAGAACTCAAGACCTACC 
GTC-3’，扩增片段长度 155 bp。 

SYBR GREEN PCR 反应：95 ℃ 10 s，预变性，

95 ℃ 5 s 变性，60 ℃退火，延伸，45 循环。得到扩增

曲线与 CT 值。95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，
进行溶解曲线的分析。计算每一样本和其内参对照的

相对含量：以每 μL 样本 cDNA 所含目的基因的拷贝

数与每 μL 样本 cDNA 所含 β-actin 的拷贝数的比值进

行半定量比较。 
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骨密度检测：应用 Norland-XR46 数字化双能 X
射线骨密度测量仪，测量各组大鼠左侧股骨骨密度

（bone mineral density，BMD）。依据骨密度测量仪实

际扫描测量的股骨长度，将其均分为 4 等分，上 1/4
为近端（pBMD），中 1/2 为中段（mBMD），下 1/4
为远端（dBMD）。以左侧股骨骨密度为研究对象已可

以说明问题。 
取大鼠右侧完整的股骨、胫骨进行称重及骨组织

形态测量。骨组织形态测定的骨标本制作方法：取大

鼠右侧股骨下端，经 10%福尔马林固定、脱水、甲基

丙烯酸甲酯包埋、不脱钙切片后，未测量进行 Von 
Kossa 及 Giemsa 染色。用莱卡 DM4000B 荧光/光学显

微镜观察与摄取图像。 
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骨组织形态测量指标及方法：骨组织形态的动态

和静态参数利用股骨远端干骺端生长板下 1~4 mm 范

围内的次级松质骨进行测量，分内、中、外 3 点随机

选取图像并保存，每个标本采用两种观察方法。组织

学观察用 Giemsa 染色、普通光源；类骨质观察用 Von 
Kossa 染色，然后采用 Leica 彩色病理图像分析软件进

行骨组织形态参数测定[9]。 

1.3  统计学处理 

采用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理，结果以

x±s 表示，各组比较用 LSD-t 检验。p<0.05 为差异有

统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  模型组、假手术组与夏枯草黄酮组的血清

矿物质比较 

表1 模型组、假手术组与夏枯草黄酮组的Ca、P、Mg含量比较

（n=8） 

Table 1 Comparison of the content of Ca, P, Mg on Model, 

Sham operation and Prunella vulgaris L flavonoids group 

血清矿物质
/(mmol/L) 模型组 假手术组 夏枯草黄酮

Ca 2.28±0.11 2.34±0.08 2.23±0.17 

P 1.59±0.21 1.61±0.19 1.62±0.11 

Mg 0.61±0.10 0.55±0.08 0.56±0.11 

注：P>0.05，数据无显著性差别。 

切除卵巢的动物模型是研究绝经后的妇女骨质疏

松症的一个非常有用的临床模型，血清矿物质含量是

量化骨量的重要指标。表 1 列出了三组实验大鼠的血

清矿物质（Ca、P、Mg）数据比较。实验发现，模型

组、假手术组与夏枯草黄酮组的血清 Ca、P 和 Mg 含

量差别并不显著。这表明夏枯草黄酮的加入后，既不

会增加也不会降低去卵巢后大鼠的血清矿物质（Ca、
P、Mg）的含量。这可能是由于大鼠去卵巢后，雌激

素水平下降，骨吸收大于骨形成，而骨矿物质的丢失

是一类非常缓慢的过程，故血清中钙、磷的含量则表

现为钙、磷、镁的含量变化不大[10]，这也进一步表明

夏枯草黄酮能够有效防止去卵巢大鼠的骨矿物质的丢

失和维持血清矿物质的平衡。 

2.2  模型组、假手术组与夏枯草黄酮组的护骨

素（OPG）碱性磷酸酶（ALP）量比较 

 

 
图1 模型组、假手术组与夏枯草黄酮组的护骨素(OPG)碱性磷

酸酶(ALP)量比较 

Fig.1 Comparison of the content of ALP and OPG on Model, 

Sham operation and Prunella vulgaris L flavonoids group 

注：n=8，*P<0.05，**P<0.01 与模型组对比，#P<0.05 与

假手术组组对比。 

众所周知，骨形成和骨吸收之间的平衡对于骨量

和骨微观结构是至关重要的[11]。一般认为 ALP 是作为

评估骨形成的重要标志，ALP 活性的升高是伴随着骨

吸收亢进而出现的代偿性骨形成而增加引起的，进而

进入一种高转换状态并带来一系列的骨骼疾病[12]。使

ALP 活性的降低能够有效地缓解这种高转换状态，并

最终对骨吸收具有抑制作用；而 OPG 作为为破骨细

胞生长的抑制剂[13]。图 1 列出了三组实验大鼠的 OPG
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与 ALP 之间的数据比较。实验发现，模型组与假手术

组相比，血清中 ALP 量明显的增加，从 2.87 IU/L 增

加到了 5.18 IU/L，而OPG 的分泌降低，从 156.8 pg/mL
降低到 119 pg/mL。当用夏枯草黄酮处理后的去卵巢

大鼠后，相对于模型组，血清中 ALP 分泌降低到了

3.02 IU/L，而 OPG 量（181.4 pg/mL）显著的高于了

模型组与假手术组，各组之间差异显著。这表明夏枯

草黄酮可以有效的抑制 ALP 活性的升高，使 OPG 的

含量增加，使高转换状态得到改善，从而转变骨形成

和骨吸收的平衡，这有利于骨质的净增长和防止骨量

的丢失，这可能就是夏枯草黄酮对去卵巢大鼠骨质疏

松的抑制作用机理。 
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2.3  Ⅰ型胶原、整合素 β1、粘着斑激酶（FAK）

mRNA 表达结果 

 
图2 模型组、假手术组与夏枯草黄酮中I型胶原、整合素β1、

FAK mRNA表达结果比较 

Fig.2 Results comparison of RNA expression on Model, Sham 

operation and Prunella vulgaris L flavonoids group 

注：n=8，*P<0.05，与模型组对比；#P<0.05，与假手术

组组对比。 

由图 2 可见，实验结果表明模型组Ⅰ型胶原、整

合素 β1、FAK mRNA 表达在术后 12 周与假手术组相

比都分别有了明显下降（1.11 降至 1.05，1.14 降至 1.06
和1.09降至1.03）。而夏枯草黄酮组3个指标的mRNA
表达则分别显著高于模型组（1.11 升至 1.23，1.14 升

至 1.24 和 1.09 升至 1.21）。说明通过切除卵巢，人为

地造成雌激素水平下降，骨吸收增加，骨基质中的 I
型胶原分解加速，成骨细胞合成 I 型胶原也减少；细

胞外环境的改变影响了成骨细胞的整合素 βl 表达，由

此可能导致成骨细胞与 I 型胶原等细胞外基质蛋白的

结合减少，粘附减少，成骨细胞无法发挥应有的成骨

功能；FAK 是整合素将细胞外信号传入细胞骨架的下

游环节，整合素 B1 表达减少，直接影响了 FAK 的表

达。经过夏枯草黄酮处理后，其 3 个指标的 mRNA 表

达都明显超过假手术组，推测成骨细胞在夏枯草黄酮

的作用下，能够促进成骨细胞 I 型胶原、整合素 βl 和
FAK mRNA 超过正常水平地表达，以尽快实现细胞粘

附．从而一方面使成骨细胞与细胞外基质的结合能力

增加，成骨活性提高：另一方面促进成骨细胞增殖与

分化[14]。 

2.4  骨密度检测结果 

 
图3 模型组、假手术组与夏枯草黄酮中骨密度（BMD）值比较 

Fig.3 Comparison of BMD content on Model, Sham operation 

and Prunella vulgaris L flavonoids group 

注：n=8，*P<0.05，与模型组对比。 

骨密度是评价骨量最有说服力的指标之一，是骨

质量的一个重要标志，反映骨质疏松程度，预测骨折危

险性的重要依据。由图 3 可以看出，模型组大鼠股骨

全长骨密度（145.23 mg/mm2）、近端骨密度（135.42 
mg/mm2）、中端骨密度（164.13 mg/mm2）和远端骨密

度（127.26 mg/mm2）均显著低于假手术组（178.32、
172.56、192.11 和 147.43 mg/mm2）（P<0.05），夏枯草

黄酮组各段骨密度（168.12、163.86、176.81 和 135.23 
mg/mm2）均显著高于模型组（P<0.05）；这表明夏枯

草黄酮能通过抑制卵巢摘除后的高骨转换率，以及抑

制破骨细胞的骨吸收过程，使骨形成和骨密度增加在

去卵巢大鼠切除的模型中[15]。 

2.5  骨组织形态检测结果 

表 2 显示了骨组织形态检测结果，假手术组骨小

梁相对体积和厚度显著的高于模型组（P<0.05），骨小

梁分离度及骨吸收周长百分数、破骨细胞数、类骨质

周长百分数和骨形成率比模型组显著更低（P<0.05）。
这是由于大鼠去卵巢后机体为了抵抗雌激素减少对骨

骼的影响，刺激成骨细胞，使之活动增强，数目增多，

表现为骨小梁类骨质周长百分率明显增加（17.66%），

同时又使破骨细胞活性增强，骨吸收增加。但由于骨

吸收大于骨形成，骨小梁变稀疏、骨质丢失，出现高

转换型骨质疏松[16]。经夏枯草黄酮处理后,骨小梁相对

http://baike.baidu.com/view/41018.htm
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体积和骨小梁厚度显著高于模型组，骨吸收周长百分

数与破骨细胞数显著低于模型组，且差异有显著性意

义（P<0.05）。以上骨组织形态检测评估更能形象和直

观的表明，夏枯草黄酮能促进骨的形成，防止骨质的

丢失，降低骨小梁的损失，对去卵巢大鼠骨质疏松起

到抑制作用。 
表2 模型组、假手术组与夏枯草黄酮组的骨组织形态测量结果比较（n=8） 

Table 2 Results comparison of bone tissue morphology detection on Model, Sham operation and Prunella vulgaris L flavonoids group 

 模型组 假手术组 夏枯草黄酮组 

骨小梁相对体积/% 16.73±4.59 31.27±4.51* 26.11±5.32* 

骨小梁厚度/μm 48.96±8.64 87.12±8.95* 72.33±7.17* 

骨小梁分离度/μm 769.15±121.14 375.42±92.43* 587.16±165.01* 

骨吸收周长百分数/% 17.66±4.61 8.98±4.42* 14.94±5.12** 

破骨细胞数(1/mm2) 0.33±0.05 0.11±0.03* 0.23±0.05** 

类骨质周长百分数/% 32.43±6.17 18.90±5.97** 33.19±6.01 

骨形成率(%/yr) 38.15±5.99 55.07±6.85* 63.71±11.66* 

注：* p <0.01，**p <0.05，与模型组对比。 

3  结论 

目前，治疗绝经后骨质疏松症的药物和激素治疗

都会有一些副作用和增加乳腺癌和子宫内膜增生的风

险。一项流行病学研究指出,食用富含水果、蔬菜和中

草药能够增强骨密度[17~18]。卵巢切除后会引起骨质流

失，进而导致骨质疏松症的发生；通过本实验，我们

发现夏枯草黄酮能有效的降低卵巢切除大鼠的 ALP、
破骨细胞数、骨吸收周长百分数，而会使Ⅰ型胶原、

整合素 β1 与 FAK 的 mRNA 表达[19~20]，骨密度，OPG
骨小梁相对体积和厚度显著升高。这表明夏枯草黄酮

能够增强了去卵巢大鼠的成骨细胞的功能，减缓了骨

吸收和骨代谢，促进骨的形成，降低骨小梁的损失，

抑制骨量减少与骨强度降低，从而提升去卵巢大鼠的

骨密度，最终对骨质疏松症起到了抑制作用。 
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